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III. METODE PENELITIAN 
3. 1 Tempat dan Waktu 
Penelitian dilakukan di Laboratorium Ilmu dan Teknologi Pangan 
Universitas Muhammadiyah Malang. Penelitian dilaksanakan pada bulan Oktober 
2017 sampai September 2018. 
3. 2 Bahan dan Alat 
Bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu kulit sapi 100 gram pada 
masing-masing perlakuan yang diperoleh dari Rumah Pemotongan Hewan (RPH) 
Kota Malang, HCl 37%, aquades, plastik PP sukrosa, sirup glukosa, gelatin 
komersial, marshmallow komersial, NaOH, katalisator, indikator PP, HCl 0,02 N, 
dan asam borat. 
Alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu beaker glass 500 ml, 
erlenmeyer 500 ml, gelas ukur 25 ml, gelas ukur 5 ml, pipet tetes 1 ml, bola hisap, 
loyang, HH-S waterbath, timbangan analitik merk Pioneer Ohaus PA413, sarung 
tangan, stopwatch, cabinet dryer, ayakan, kain saring, freezer, cawan porselen, 
oven, tanur merk Nabertherm LT3, desikator merk Duran, blender merk Philips, 
lemari asam Fume Hood, kertas label, labu lemak,  soxhlet, statif, viskometer rion 
tipe VT-04, pH meter tipe Lab 875 (SI Analytics), buret merk Emil England ML, 
colour reader CR-10 KONICA MINOLTA, mixer merk Philips type HR 
1506/A1, panci, TA-XT plus Texture Analyzer, spatula kayu, dan thermometer. 
3. 3 Rancangan Penelitian 
Metode penelitian dilakukan dalam dua tahap yaitu pembuatan gelatin dari 
kulit sapi dengan kosentrasi HCl yang berbeda dan suhu ekstraksi yang berbeda, 
setelah itu gelatin terbaik diaplikasikan pada marshmallow dengan konsentras
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 yang berbeda. Penelitian tahap pertama menggunakan metode penelitian 
eksperimental dengan desain Rancangan Acak Kelompok (RAK) yang disusun 
secara faktorial. Faktor I terdiri dari 4 level dan faktor II terdiri dari 2 level 
sehingga diperoleh 8 kombinasi perlakuan dengan 3 kali pengulangan. 
Faktor  I meliputi : 
K1 : Konsentrasi HCl 4% 
K2 : Konsentrasi HCl 5% 
K3 : Konsentrasi HCl 6% 
K4 : Konsentrasi HCl 7% 
Faktor II meliputi : 
S1 : Suhu ekstraksi 60° C 
S2 : Suhu ekstraksi  70° C 
Tabel 4. Tabel Perlakuan 
Konsentrasi HCl Suhu Ekstraksi 
S1 S2 
K1 K1S1 K1S2 
K2 K2S1 K2S2 
K3 K3S1 K3S2 
K4 K4S1 K4S2 
Sehingga diperoleh kombinasi perlakuan yaitu : 
K1S1 : Konsentrasi HCl 4% dengan suhu ekstraksi 60° C 
K1S2 : Konsentrasi HCl 4% dengan suhu ekstraksi 70° C 
K2S1 : Konsentrasi HCl 5% dengan suhu ekstraksi 60° C 
K2S2 : Konsentrasi HCl 5% dengan suhu ekstraksi 70° C 
K3S1 : Konsentrasi HCl 6% dengan suhu ekstraksi 60° C 
K3S2 : Konsentrasi HCl 6% dengan suhu ekstraksi 70° C 
K4S1 : Konsentrasi HCl 7% dengan suhu ekstraksi 60° C 
K4S2 : Konsentrasi HCl 7% dengan suhu ekstraksi 70° C 
24 
 
 
 
Penelitian tahap kedua menggunakan desain Rancangan Acak Kelompok 
(RAK) sederhana yaitu aplikasi gelatin dari kulit sapi perlakuan terbaik pada 
marshmallow dan dibandingkan dengan marshmallow komersial. Konsentrasi 
gelatin kulit sapi perlakuan terbaik akan ditambahkan dengan konsentrasi yang 
terdiri dari 3 level, yaitu : 5%, 10% dan 15% pada marshmallow, kemudian 
dibandingkan dengan marshmallow komersial merk “Corniche Snow White Mega 
Marshmallows” dengan ciri-ciri fisik berbentuk tabung berdiameter 3 cm dan 
tinggi 3 cm serta berwarna putih. 
3. 4 Pelaksanaan Penelitian 
3. 4. 1 Pembuatan Gelatin Kulit Sapi 
Pembuatan gelatin kulit sapi merujuk pada Nurilmala (2006) dengan 
modifikasi. Kulit sapi direndam menggunakan air hangat ± 50° C dengan 
perbandingan bahan : air (1 : 3) selama ± 45 menit untuk memudahkan proses 
pencabutan bulu. Bulu, sisa lemak, dan kotoran yang menempel pada kulit sapi 
dihilangkan dan kulit sapi dicuci hingga bersih. Kulit sapi dikecilkan hingga 
ukuran 2-3 cm untuk memperluas permukaan bahan sehingga saat proses ekstraksi 
dapat berjalan dengan cepat dan sempurna. Kulit sapi ditimbang seberat 100 gram 
setiap perlakuannya, setelah itu kulit sapi direndam dengan larutan HCl 4%, 5%, 
6%, dan 7% (v/v) dalam gelas beaker selama 24 jam dengan perbandingan kulit 
sapi dan larutan HCl 1 : 3 b/v untuk merubah struktur triple heliks kolagen 
menjadi ikatan α heliks yang mudah larut air ketika diekstraksi. Kulit sapi dicuci 
secara berkala dengan menggunakan aquades dan air mengalir sampai nilai pH 
netral (6-7) untuk mencegah terjadinya hidrolisis lanjutan. Kulit sapi diekstraksi 
dalam aquades dengan perbandingan 1:2 pada waterbath bersuhu 60° C dan 70° C 
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selama 6 jam untuk mengkonversi kolagen menjadi gelatin. Filtrat disaring 
dengan kain saring untuk memisahkan filtrat dengan ampas (kulit sapi). Filtrat 
dituangkan ke dalam plastik tahan panas Polypropylene (PP), kemudian filtrat 
dipekatkan dalam lemari pendingin bersuhu 4-10° C hingga terbentuk gel yang 
dapat diindikator bahwa di dalam filtrat kulit sapi terkandung gelatin atau selama 
24 jam. Gelatin basah kemudian dipotong dan diletakkan pada loyang yang telah 
dilapisi plastik tahan panas Polypropylene (PP) untuk memudahkan pada saat 
pengambilan gelatin yang telah kering serta tidak mengurangi rendemen gelatin. 
Gel dikeringkan dalam cabinet dryer pada suhu ± 60° C selama 48 jam untuk 
mengurangi kadar air pada gel sehingga umur simpan gelatin lebih panjang. 
Lembaran gelatin dihaluskan hingga menjadi serbuk gelatin untuk memudahkan 
pada proses aplikasi produk yang diinginkan. Gelatin kulit sapi yang telah 
diperoleh kemudian diuji, meliputi kadar air, kadar abu, kadar protein, pH, 
viskositas, kekuatan gel, dan intensitas warna tingkat kecerahan (L). 
3. 4. 2 Pembuatan Marshmallow 
Pembuatan marshmallow merujuk pada Winata (2008) dengan modifikasi. 
Air sebanyak 250 ml dicampur dengan gelatin sebanyak 5%, 10%, dan 15% (b/v), 
kemudian dipanaskan hingga suhu 60° C selama ± 7 menit. Setelah itu, 
campurkan sukrosa sebanyak 75 gram dan sirup glukosa sebanyak 150 gram, 
kemudian dipanaskan hingga suhu 80° C selama ± 7 menit. Aduklah kedua 
campuran tersebut dengan menggunakan mixer selama ± 25 menit hingga merata 
dan mengembang. Tuangkan adonan marshmallow ke dalam wadah yang telah 
ditaburi dengan gula halus dan dinginkan selama 12 jam pada suhu ruang, 
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kemudian cetak marshmallow sesuai bentuk yang diinginkan. Marshmallow 
kemudian diuji dari segi kadar air, kadar abu, dan teksturnya. 
3. 5 Prosedur Analisis 
3. 5. 1 Perhitungan Rendemen (AOAC, 2005) 
Rendemen diperoleh dari perbandingan berat antara berat tepung kering 
gelatin yang dihasilkan dengan berat bahan segar (kulit yang telah dicuci bersih). 
Besarnya rendemen dapat diperoleh dengan rumus : 
 endemen       
 erat  ahan kering gelatin
 erat  ahan segar
        
3. 5. 2 Penentuan Kadar Air (AOAC, 2005) 
Sebanyak 2 g contoh ditimbang secara teliti dalam cawan alumunium yang 
telah dikeringkan dan diketahui bobotnya. Cawan kemudian dikeringkan dalam 
oven pada suhu 105-110° C selama tiga jam. Cawan dikeluarkan dan didinginkan 
dalam desikator, kemudian ditimbang. Pengeringan dilanjutkan lagi dan setiap 
setengah jam didinginkan dan ditimbang sampai diperoleh bobot yang konstan. 
Kadar air dihitung dengan persamaan berikut : 
 adar air       
 o ot a al    o ot  onstan
 o ot   al
        
3. 5. 3 Penentuan Kadar Abu (AOAC, 2005) 
Analisis kadar abu dilakukan menggunakan metode oven. Prinsipnya 
adalah pembakaran atau pengabuan bahan-bahan organik yang diuraikan menjadi 
air (H2O) dan karbondioksida (CO2) tetapi zat anorganik tidak terbakar. Zat 
anorganik ini disebut abu. Prosedur analisis kadar abu sebagai berikut: cawan 
yang akan digunakan dioven terlebih dahulu selama 30 menit pada suhu 100-105° 
C, kemudian didinginkan dalam desikator untuk menghilangkan uap air dan 
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ditimbang (A). Sampel ditimbang sebanyak 2 g dalam cawan yang sudah 
dikeringkan (B) kemudian dibakar di atas nyala pembakar sampai tidak berasap 
dan dilanjutkan dengan pengabuan di dalam tanur bersuhu 550-600° C sampai 
pengabuan sempurna. Sampel yang sudah diabukan didinginkan dalam desikator 
dan ditimbang (C). Kadar abu dihitung dengan rumus: 
 adar a u ( )   
C    
     
        
Keterangan : A = berat cawan kosong dinyatakan dalam gram 
B = berat cawan + sampel awal dinyatakan dalam gram 
C = berat cawan + sampel kering dinyatakan dalam gram 
 
3. 5. 4 Penentuan Kadar Protein (AOAC, 2005) 
Analisis kadar protein dilakukan dengan metode kjeldahl. Prinsipnya 
adalah oksidasi bahan-bahan berkarbon dan konversi nitrogen menjadi amonia 
oleh asam sulfat, selanjutnya amonia bereaksi dengan kelebihan asam membentuk 
amonium sulfat. Amonium sulfat yang terbentuk diuraikan dan larutan dijadikan 
basa dengan NaOH. Amonia yang diuapkan akan diikat dengan asam borat. 
Nitrogen yang terkandung dalam larutan ditentukan jumlahnya dengan titrasi 
menggunakan larutan baku asam. 
Prosedur analisis kadar protein sebagai berikut: sampel ditimbang 
sebanyak 0,1-0,5 g, dimasukkan ke dalam labu kjeldahl 100 ml, ditambahkan 
dengan 1/4 buah tablet kjeltab, kemudian didekstruksi (pemanasan dalam keadaan 
mendidih) sampai larutan menjadi hijau jernih dan SO2 hilang. Larutan dibiarkan 
dingin dan dipindahkan ke labu 50 ml dan diencerkan dengan aquades sampai 
tanda tera, dimasukkan ke dalam alat destilasi, ditambahkan dengan 5-10 ml 
NaOH 30-33% dan dilakukan destilasi. Destilat ditampung dalam larutan 10 ml 
asam borat 3% dan beberapa tetes indikator (larutan bromcresol green 0,1% dan 
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29 larutan metil merah 0,1% dalam alkohol 95% secara terpisah dan dicampurkan 
antara 10 ml bromcresol green dengan 2 ml metil merah) kemudian dititrasi 
dengan larutan HCl 0,02 N sampai larutan berubah warnanya menjadi merah 
muda. Kadar protein dihitung dengan rumus: 
 adar protein ( )   
( a     )  Cl      Cl                        
        
 
Keterangan : Va = ml HCl untuk titrasi sampel 
Vb = ml HCl untuk titrasi blangko 
N = normalitas HCl standar yang digunakan 
5,55 = faktor konversi protein untuk ikan 
14,008 = berat atom Nitrogen 
W = berat sampel dalam gram 
 
3. 5. 5 Uji Tingkat Keasaman (pH) (AOAC, 2005) 
Pengukuran pH dilakukan dengan pH meter yang sudah dikalibrasi. 
Pengukuran dilakukan pada saat gelatin sudah mengalami proses pengeringan dan 
penghalusan seperti tepung. pH meter dicelupkan ke dalam larutan gelatin, dengan 
tujuan untuk mengukur kesesuaian range pH dari gelatin yang dihasilkan. Setiap 
menganalisis sampel berbeda, elektroda dibilas 6-8 kali dengan air destilata. 
3. 5. 6 Uji Viskostas (British Standard 757, 1975) 
Viskositas gelatin diukur dengan cara sampel dengan konsentrasi 6,67% 
(b/b) disiapkan dengan aquades kemudian diukur viskositasnya dengan 
menggunakan alat Haake Viskometer. Pengukuran ini dilakukan pada suhu 60°C 
dengan laju geser 60 rpm menggunakan spindle no. 1. Nilai viskositasnya dalam 
satuan centripoise (cP). 
3. 5. 7 Uji Kekuatan Gel 
Menurut Marine Colloids FMC Corp (1997) larutan gelatin dengan 
konsentrasi 1,50 (b/v) dilarutkan dalam aquades. Lalu diaduk dengan 
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menggunakan magnetic stirer sampai homogen kemudian dipanaskan hingga suhu 
60° C selama 15 menit. Setelah itu, dinginkan larutan gelatin tersebut pada suhu ± 
4-10° C selama 24 jam atau hingga berubah menjadi gel. Selanjutnya diukur 
menggunakan alat TA-XT plus Texture Analyzer. 
Menurut Gasper (1998) kekuatan gel dilakukan secara objektif dengan 
menggunakan Rheoner RE 3305. Tingkat kekuatan gel dinyatakan dengan satuan 
gram Bloom yang berarti besarnya gaya tekan untuk memecah deformasi produk. 
Sebelum digunakan alat disetting untuk setiap produk berbeda, jarak yang 
digunakan adalah 400 x 0,01 mm, kecepatan 0,5 mm/s, sensitifitas 0,2 v dan 
silinder probe 5 mm. Cara kerja alat ini yaitu silinder probe 5 mm tidak bergerak, 
meja tempat untuk meletakkan contoh yang bergerak ke atas mendekati jarum 
penusuk, tekanan dilakukan sebanyak satu kali. Hasil pengukuran akan tercetak 
dalam kertas berbentuk histogram. 
3. 5. 8 Penentuan Intensitas Warna Metode L, a, b, Hunter (Yuwono dan 
Susanto, 1998) 
 
Langkah pertama yang harus dilakukan untuk menentukan intensitas 
warna adalah sampel yang akan diuji dimasukkan dalam plastik PP 
(polypropylene) atau plastik transparan. Langkah selanjutnya, tutup lensa colour 
reader dilepas dan tombol on ditekan untuk menghidupkan colour reader. 
Tentukan target L, a, b dimana L adalah kecerahan, nilai positif (+) berarti cerah, 
nilai negatif (-) berarti gelap; Axis a nilai positif (+) berarti merah, nilai negatif (-) 
berarti hijau; Axis b, nilai positif (+) berarti kuning, nilai negatif (-) berarti biru. 
Apabila sampel telah berada pada lensa colour reader, tekan tombol pengukur 
warna, setelah itu nilai yang tertera pada layar digital dicatat. 
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3. 5. 9 Uji Tekstur (Faridah dkk, 2006) 
Prinsip pengukuran kekerasan adalah memberikan gaya kepada bahan 
dengan besaran tertentu sehingga kekerasan dapat diukur. Pengujian kekerasan 
menggunakan Texture Analyzer merk Steven LFRA. Marshmallow yang 
dihasilkan dibentuk bujur sangkar dan diletakkan di meja, kemudian diberi 
penekanan atau beban dari luar dilakukan satu kali. Setelah itu, didapatkan hasil 
pengukuran dengan membaca grafik yang dihasilkan. Nilai kekerasan dinyatakan 
dalam satuan gram/cm
2
. 
3. 6 Analisa Data 
Data yang diperoleh akan dianalisa dengan ANOVA. Jika terdapat 
perbedaan secara nyata akan dilanjutkan dengan uji DMRT (Duncan’s Multiple 
Range Test) guna menentukan level terbaik dari masing-masing, kemudian akan 
dilanjutkan pendekatan dengan standar yang telah ditentukan yaitu SNI 06-3735-
1995 tentang standar mutu gelatin untuk penentuan perlakuan yang terbaik. 
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Kulit sapi 
Perendaman kulit pada air dengan suhu ± 50° C dengan 
perbandingan bahan : air 1:3, t= 45 menit 
Gambar 2. Diagram Alir Proses Pembuatan Gelatin Kulit Sapi (dimodifikasi 
dari Nurilmala (2006)) 
Pencabutan bulu dan pencucian 
Penirisan dan pengecilan ukuran 1-2 cm 
Penimbangan 100 gram 
Perendaman dalam Larutan HCl dengan rasio 
bahan : larutan HCl 1:3, t = 24 jam (*) 
Ekstraksi dengan rasio bahan : aquades (1:2), t = 6 jam (**) 
Pencucian hingga pH netral 
Penyaringan 
Pemekatan T = 4-10° C, t = 24 jam 
Filtrat 
 
Penuangan pada loyang berlapis plastik PP 
Pengeringan T = 60° C, t = 48 jam  
Penghalusan  
Gelatin 
Analisa : 
 Rendemen 
 Kadar Air 
 Kadar Abu 
 Kadar Protein 
 Uji pH 
 Uji Viskositas 
 Uji Kekuatan 
Gel 
 Intensitas Warna 
Ampas (kulit sapi) 
Air kotor, bulu 
Air kotor, larutan asam 
 
Aquades 
Keterangan :    = Bahan atau hasil 
    = Proses 
  (*)  = Faktor I 
  (**)  = Faktor II 
32 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keterangan :    = Bahan atau hasil 
    = Proses 
 
 
Analisa : 
 Kadar air 
 Kadar abu 
 Tekstur 
Gambar 3. Diagram Alir Pembuatan Marshmallow (Modifikasi Winata (2008)) 
Air (250 ml) dan gelatin 
(5, 10, dan 15 %) 
Sukrosa (75 gram) 
dan sirup glukosa 
(150 gram) 
Pemanasan T = 60° C, t = 7 
menit 
Pengadukan dengan mixer, t = 25 menit 
Penuangan ke wadah yang telah 
ditaburi dengan gula halus 
Pendinginan T = suhu 
ruang, t = 24 jam 
Marshmallow 
Pengadukan hingga 
semua bahan homogen 
Pemanasan T = 60° C, t = 7 
menit 
Pencetakan 
Gula halus 
